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(57) Abstract 

The invention relates to a DNA coding a peptide of a papilloma vims main capsid protein or a papilloma virus genome. The invention 
further relates to the proteins coded by the papilloma vuiis genome, to the antibodies directed against said virus and to the use of said 
proteins and antibodies for diagnostic, therapeutic and vaccmation purposes. 

(57) Zusanmienfassung 

Die Erfindung bettifft eine DNA, die ftir ein Peptid eines Papillomvirtis-Hauptcapsid-Proteins bzw, ein Papillomvirus-Genom 
codiert Des weiteren betrifft die Erfindung durch das Papillomvirus-Genom codierte Proteine und gegwi sie gerichtete AntikOrper sowie 
dercn Vcrwcndung in Diagnose. Tlierapie und Vakzinierung. 
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Papillomvir n, Mittel zu deren Nachweis sowie zur Therapie 
von durch s\e verursachten Erkrankungen 

Die Erfindung betrifft eine DNA, die fur ein Peptid eines Papillomvirus-Hauptcap- 
sid-Proteins bzw. ein Papillomvirus-Genom codiert. Desweiteren betrifft die 
Erfindung durch das Papillomvirus-Genom codierte Proteine und gegen sie 
gerichtete Antikorper sowie deren Verwendung in Diagnose, Therapie und 
Vakzinierung. 

Es ist bekannt, daB Papillomviren das Epithelgewebe von Mensch und Tier 
infizieren. Human-Papillomviren (nachstehend mit HP-Viren bezeichnet) finden . 
sich in benignen, z.B. Warzen, Kondylome im Genitalbereich, und malignen, z.B. 
Karzinome der Haut und der Gebarmutter, epithelialen Neoplasmen (vgl. zur 
Hausen, H., Biochimica et Biophysica Acta (BBA) 1288, (1996), Seiten 55-78). 
Auch werden HP-Viren fiir die Entwicklung maligner Tumoren im Oropharyn- 
gealbereich in Betracht gezogen (vgl. zur Hausen, H,, Curr. Top. Microbiol. 
Immunol. 78, (1977), Seiten 1-30). 

Papillomviren weisen ein ikosaedrisches Capsid ohne Hulle auf, in dem ein 
zirkulares, doppelstrangiges DNA-Molekul von etwa 7900 bp vorliegt. Das 
Capsid umfafit ein Hauptcapsid-Protein (LI) und ein Nebencapsid-Protein (L2). 
Beide Proteine, coexprimiert oder LI alleine exprimiert, fuhren in vitro zur Aus- 
bildung von Virus-ahnlichen Partikein (vgl. Kirnbauer, R. et a!.. Journal of Virolo- 
gy, (1993), Seiten 6929-6936). 

Papillomviren lassen sich nicht in Monolayer-Zellkultur vermehren. Ihre Charak- 
terisierung ist daher auBerst schwierig, wobei bereits der Nachweis von Papil- 
lomviren erhebliche Probleme schafft. Dies trifft insbesondere fur Papillomviren 
in Karzinomen der Haut zu. 
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Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde. ein Mittel b reltzu- 
stellen, mit dem Papillomviren, insbesondere in Karzinomen der Haut, nach- 
gewiesen werden i<6nnen. Ferner sollte ein iVlittel bereitgestellt werden, urn 
gegen diese Papillomviren therapeutisch vorgehen zu konnen. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Bereitstellung der Gegenstande in den 
Patentanspriichen erreicht. 

Gegenstand der Erfindung ist somit eine fur ein Peptid eines Papillomvirus- 
Hauptcapsid-Proteins (LI) codierende DNA, wobei das Peptid die Aminosau- 
resequenz von Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3. Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6 oder Fig. 7 oder eine 
davon durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiediiciie Aminosauresequenz 
umfaBt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine fur ein Peptid eines Papillomvirus- 
Hauptcapsid-Proteins codierende DNA, wobei die DNA die Basensequenz von 
Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6 oder Fig. 7 oder eine davon durch ein 
Oder mehrere Basenpaare unterschiedliche Basensequenz umfaBt. 

Fig. 1 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von LI eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid DL314 bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorga- 
nismen und Zellkuituren) unter DSM 1 1604 am 12. Juni 1997 hinterlegt. 

Fig. 2 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fOr ein Peptid von LI eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid DL347 bei der DSMZ unter DSM 11605 am 12. Juni 1997 
hinterlegt. 

Fig. 3 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von LI eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid DL369 bei der DSMZ unter DSM 11606 am 12. Juni 1997 



wo 99/09177 



OE98/02379 



- 3 - 

hinterlegt. 

Fig. 4 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von LI eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid GA1-3 bei der DSMZ unter DSM 11607 am 12, Juni 1997 
hinterlegt. 



Fig. 5 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von LI eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid GA3-1 bei der DSMZ unter DSM 11608 am 12. Juni 1997 
hinterlegt. 

Fig. 6 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von LI eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid GA6-2 bei der DSMZ unter DSM 11609 am 12. Juni 1997 
hinterlegt. 



Fig. 7 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
einer fur ein Peptid von LI eines Papillomvirus codierenden DNA. Diese DNA 
wurde als Plasmid GA9-4 bei der DSMZ unter DSM 11610 am 12. Juni 1997 
hinterlegt. 

Vorstehende DNA wurde mit der DNA bekannter Papillomviren verglichen. Es 
wurden Sequenzhomologie-Studien durchgefuhrt. Eine Homologie, die weniger 
als 90 % betragt, weist eine erfindungsgemaBe DNA als neues HP-Virus aus. 
Die erfindungsgemaBen DNAs weisen zu bekannten Papillomviren folgende 
Sequenzhomologien auf: 



DNA von Fig. 
DNA von Fig. 
DNA von Fig. 
DNA von Fig. 



1 : 78 % zu 

2: 80 % zu 

3: 76 % zu 

4: 80 % zu 



HP-Virus 15 
HP-Virus 5b 
HP-Virus 1 5 
HP-Virus 24 
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DNA von Fig. 5: 79 % zu HP-Virus 8 
DNA von Fig. 6: 81 % zu HP-Virus 12 
DNA von Fig. 7: 84 % zu HP-Virus 1 5 

ErfindungsgennaS kann vorstehende DNA in einem Vektor bzw. Expressions- 
vektor vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines 
Expressionsvektors fiir E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEM-T 
und pGEX-2T. Fiir die Expression in Hefe sind z.B. pYlOO und Ycpadi zu nen- 
nen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEF-BOS, cDM8 
und pCEV4, anzugeben sind. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn vorstehende, in einem Expressions- 
vektor voriiegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfassen die 
E.coli-Stamme HB101, DH1, xl776, JM101, JM 109 und XLl-Blue, den Hefe- 
Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen L, NH-3T3, FM3A, 
CHO, COS, Vero, und Mela. 

Der Fachmann weifS, in welcher Weise vorstehende DNA in einen Expressions- 
vektor inseriert werden mu(S. Ihm ist auch bekannt, daS vorstehende DNA in 
Verbindung mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid codierenden DNA 
inseriert werden kann, so daB vorstehende DNA in Form eines Fusionsproteins 
exprimiert werden kann. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Papillomvirus-Genom, das vor- 
stehende DNA umfalSt. Der Ausdruck "Papillomvirus-Genom" umfafit auch ein 
unvollstandiges Genom, d.h. Fragmente eines Papiilomvirus-Genoms, die vor- 
stehende DNA umfassen. Dies kann z.B. eine fiir LI codierende DNA oder ein 
Teil davon sein. 

Zur Bereitstellung vorstehenden Papillomvirus-Genoms kann ein ubiiches Ver- 
fahren verwendet werden. Giinstig ist ein Verfahren, das folgende Verfahrens- 
schritte umfaBt: 
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(a) Isolierung der Gesamt-DNA aus einer Biopsie epithelialen Neoplasmas, 

(b) Hybridisierung der Gesamt-DNA von (a) mit vorstehender DNA, wodurch 
ein in der Gesannt-DNA von (a) enthaltenes Papillomvirus-Genom nach- 
gewiesen wird, und 

(c) Klonierung der das Papillomvirus-Genom enthaltenden Gesamt-DNA von 
(a) in einem Vektor, und gegebenenfalls Subklonierung des erhaltenen 

, Klons, wobei samtliche Verfahrensschritte iiblicher DNA-Rekombination- 
stechnik entstammen. 

Hinsichtlich der Isolierung, Hybridisierung und Klonierung von Zell-DNA wird 
erganzend auf Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, zweite 
Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) verwiesen. 

Der Ausdruck "epitheliales Neoplasma" umfaBt jegliche Neoplasmen des Epithel- 
gewebes bei Mensch und Tier. Beispieie solcher Neoplasmen sind Warzen, 
Kondylome im Genitalbereich und Karzinome der Haut. Letztere werden vor- 
liegend bevorzugt verwendet, urn vorstehendes Papillomvirus-Genom zu isolie- 
ren. 

Der Ausdruck "Vektor" umfalSt jegliche zur Klonierung von chromosomaler bzw. 
extrachromosomaler DNA geeignete Vektoren. Beispieie solcher Vektoren sind 
Cosmide, wie pWE15 und Super Cosi, und Phagen, wie /»-Phagen, z.B. /IZAP 
Expressvector, MAPW Vector und >igt10 Vektor. Vorliegend werden /l-Phagen 
bevorzugt verwendet. Vorstehende Vektoren sind bekannt und bei der Firma 
Stratagene erhaltlich. 

ErfindungsgemaRe Papillomvirus-Genome konnen integriert in chromosomaler 
DNA Oder extrachromosomal vorliegen. Dem Fachmann sind Verf ahren bekannt, 
dies abzuklaren. Auch weiB er um Verfahren, die zur Klonierung der Papillomvi- 
rus-Genome optimalen Restriktionsenzyme herauszufinden. Er wird sich an 
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Genomen bekannter Papillomviren orientieren. Insbesondere wird der Fachmann 
die vorstehend genannten HP-Viren entsprechend beachten. 

Beispielhaft wird die Bereitstellung eines mit DL314-G bezeichneten Papillomvi- 
rus-Genoms beschrieben. Hierzu wird die Gesamt-DNA aus einer Biopsie eines 
Basalzellkarzinoms isoliert, mit BamHI gespalten und in einem Agarosegel elek- 
trophoretisch aufgetrennt. Das Agarosegel wird danach einem Blotting-Verfahren 
unterzogen, wodurch die DNA auf eine Nitrozellulosemembran ubertragen wird. 
Diese wird in ein Hybridisierungsverfahren eingesetzt, in dem die DNA von Fig. 
1, ggfs. in Kombination mit einer DNA von HP-Virus 15 als markierte Probe 
verwendet wird, Es wird eine Hybridisierung mit der in der Gesamt-DNA vor- 
liegenden Papillomvirus-DNA erhalten. 

Im weiteren wird vorstehende mit BamHI gespaltene Gesamt-DNA in einem /I- 
Phagen kloniert. Die entsprechenden Klone, d.h. die die Papillomvirus-DNA 
enthaltenden Klone, werden durch Hybridisierung mit der DNA von Fig. 1, ggfs. 
in Kombination mit einer DNA des HP-Virus 1 5'identifiziert. Das Insert dieser 
Klone wird dann einer weiteren Klonierung in einem Plasmid-Vektor unterzogen, 
wodurch ein Klon erhalten wird, der das Papillomvirus-Genom DL314-G enthalt. 
Das Genom wird durch Sequenzierung bestatigt. 

In analoger Weise werden weitere Papillomvirus-Genome bereitgestellt. Sie 
werden entsprechend der zu ihrer Bereitstellung verwendeten DNAs bezeichnet, 
mit: DL347-G, DL369-G, GA1-3-G, GA3-1-G, GA6-2-G bzw. GA9-4-G. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Protein, das durch vorstehendes 
Papillomvirus-Genom codiert wird. Ein solches Protein ist z.B. ein Hauptcapsid- 
Protein (LI) oder ein Nebencapsidprotein (L2). Die Herstellung eines vorstehen- 
den Proteins erfolgt in ubiicher Weise. Beispielhaft wird die Herstellung von LI 
bzw. L2 des Papillomvirus-Genoms DL314-G beschrieben. Hierzu wird das zu 
der DNA von Fig. 1 verwandte HP-Virus 15 herangezogen. Von diesem ist die 
vollstandige Sequenz und die Lage einzelner fur Proteine codierender DNA- 
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Bereiche bekannt. Durch parallels Restriktionsspaltungen beider Genome und 
anschliefSender Hybridisierung mit verschiedenen, die LI bzw. L2 codierende 
DNA betreffenden Fragmenten werden diese DNAs auf dem Papillomvirus- 
Genom DL31 4-G identifiziert. Sie werden durch Sequenzierung bestatigt. Die fiir 
LI codierende DNA wird mit DL314-G-L1-DNA und die fur L2 codierende DNA 
mit DL314-G-L2-DNA bezeichnet. 

Im weiteren wird die fiir LI bzw. L2 codierende DNA in einen Expressionsvektor 
inseriert. Beispiele eines solchen fur E. coli, Hefe und tierische Zellen sind 
vorstehend genannt. Insbesondere wird fur die Expression in E. coli auf den 
Vektor pGEX-2T verwiesen (vgL Kirnbauer, R. et aL, supra). Nach Insertion der 
DL314-G-L1- bzw. DL31 4-G-L2-DNA wird pGEX-2T-DL31 4-G-L1 bzw. pGEX-2T- 
DL314-G-L2 erhalten. Diese Expressionsvektoren exprimieren nach Transforma- 
tion von E. coli ein Glutathion S-Transferase-LI - bzw. Glutathion S-Transferase- 
L2-Fusionsprotein. Die Reinigung dieser Proteine erfolgt in ubiicher Weise. 

Fur eine weitere Expression vorstehender LI bzw. L2 codierender DNA wird das 
Bacculovirus- bzw. Vacciniavirus-System genannt. Hierfur verwendbare Ex- 
pressionsvektoren sind z.B. pEV mod. und pSynwtVI' fiir das Baccuiovirus- 
System (vgl, Kirnbauer, R, et ai., supra). Fur das Vacciniavirus-System sind 
insbesondere Vektoren mit dem Vacciniavirus "early" (p7.5k)- bzw. 
"late"(Psynth, pi 1K)-Promotor zu nennen (vgl. Hagensee, M., E. et aL, Journal 
of Virology (1993), Seiten 315-322). Vorliegend wird das Bacculovirus-System 
bevorzugt. Nach Insertion vorstehender LI bzw. L2 codierender DNA in pEV 
mod. wird pEVmod,-DL314-G-L1 bzw. pEVmod.-DL31 4-G-L2 erhalten. 

Der erstere Expressionsvektor alleine bzw. beide Expressionsvektoren zusammen 
fuhren nach Infektion von SF-9 Insektenzellen zur Ausbildung von Virus-ahn- 
lichen Partikeln. Im ersteren Fall umfaBt ein solches Partikel ein LI -Protein, 
wahrend es im letzteren Fall neben einem LI - auch ein L2-Protein enthalt. 

Ein Virus-ahnliches Partikel letzteren Falls wird auch erhalten, indem die vor- 
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stehenden DL314-G-L1- und DL314-G-L2-DNAs gemeinsam in den Expressions- 
vektor pSynwtVr inseriert werden und das erhaltene pSynwtVI DL314-G-Ll/L2 
zur Infektion von SF-9 Insektenzellen verwendet wird. Die Reinigung vorstehen- 
der Virus-ahnlicher Partikel erfolgt in ubiicher Weise. Sie stellen auch einen 
Gegenstand der Erfindung dar. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein gegen ein vorstehendes Protein 
bzw. Virus-ahnliches Partikel gerichteter Antikorper. Die Herstellung eines 
solchen erfolgt in ubiicher Weise. Beispielhaft wird es fur die Herstellung eines 
Antikorpers beschrieben, der gegen ein LI von DL314-G umfassendes Virus- 
ahnliches Partikel gerichtet ist. Hierzu wird das Virus-ahnliche Partikel BALB/c- 
Mausen subcutan injiziert. Diese Injektion wird im Abstand von jeweils 3 Wo- 
chen wiederholt. Etwa 2 Wochen nach der letzten Injektion wird das den Anti- 
korper enthaltende Serum isoliert und in ubiicher Weise getestet. 

In bevorzugter Ausfiihrungsform ist der Antikorper ein monoklonaler Antikorper. 
Zu seiner Herstellung werden nach vorstehender vierten Injektion den Mausen 
Milzzellen entnommen und diese in ubiicher Weise mit Myelomzellen fusioniert. 
Die weitere Klonierung erfolgt ebenso nach bekannten Verfahren. 

Mit der vorliegenden Erfindung wird es ermqglicht, Papillomviren, insbesondere 
in Karzinomen der Haut, nachzuweisen. Hierzu kann die erfindungsgemaBe DNA 
als solche oder von einer weiteren DNA umfafSt eingesetzt werden. Letztere 
kann auch ein Papillomvirus-Gom oder ein Teil davon sein. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht ferner die Bereitstellung von bisher nicht 
gekannten Papillomviren. Diese finden sich insbesondere in Karzinonnen der 
Haut. Desweiteren liefert die Erfindung Proteine und Virus-ahnliche Partikel, die 
auf diese Papillomviren zuruckgehen. Dariiberhinaus werden Antikorper bereitge- 
stellt, die gegen diese Proteine bzw. Partikel gerichtet sind. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es also, diagnostische und therapeutische 
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MafSnahmen bei Papillomvirus-Erkrankungen zu ergreifen, Daruberhinaus liefert 
sie die Moglichkeit, eine Vakzine gegen Papillomvirus-lnfektionen aufzubauen. 
Die vorliegende Erfindung stellt somit einen Durchbruch auf dem Gebiet der 
Papillomvirus-Forschung dar. 

Die Erfindung wird durch die Beispiele erlautert. 

Beispiel 1: Identifizierung des Papillomvirus-Genoms DL314-G 

Aus einer Biopsie eines Basalzellkarzinoms wird die Gesamt-DNA 
isoliert. 10/;g dieser DNA werden mit dem Restriktionsenzym Bam- 
Hl gespalten und in einem 0,5 % Agarosegel elektrophoretisch 
aufgetrennt. Gleichzeitig werden auch 10//g vorstehender DNA 
aufgetrennt, die nicht gespalten worden ist. Das Agarosegel wird 
einem Blotting-Verfahren unterzogen, wodurch die DNA aus dem 
Agarosegel auf eine Nitrozellulosemembran ubertragen wird. Diese 
wird in ein Hybridisierungsverfahren eingesetzt, in dem die vor- 
stehende DNA von Fig. 1 in Kombination mit HP-Virus-1 5 DNA als 
p^^-markierte Probe verwendet wird. Es wird eine Hybridisierung 
mit der geblotteten DNA erhaiten. 

Vorstehende Verfahren sind dem Fachmann auf dem Gebiet der 
DNA-Rekombinationstechnik bekannt. Erganzend wird auf Sam- 
brook et al., supra verwiesen. 

Beispiel 2: Klonierung des Papillomvirus-Genoms DL314-G 

Die aus Beispiel 1 erhaltene Biopsie-DNA wird mit dem Restrik- 
tionsenzym BamHI gespalten. Die erhaltenen Fragmente werden in 
eine Ligasereaktion eingesetzt, in der ebenfalls der mit BamHI 
gespaltene und dephosphorylierte Vektor AZkP Express vorliegt. 
Die hierbei erhaltenen rekombinanten DNA-Molekule werden in 
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Bakteriophagen verpackt und diese zur Infektion von Bakterien 
verwendet. Fur diese Verfahrensschritte wird der von der Firma 
Stratagene angebotene ZAP Express Vektor Kit verwendet. Die 
erhaltenen Phagenplaques werden dann einem Hybridisierungsver- 
fahren unterzogen, in dem die in Beispiel 1 verwendete p^^-markier- 
te DNA von Fig. 1 in Kombination mit p^^-markierter HP-Virus-l 5- 
DNA verwendet wird. Es wird eine Hybridisierung mit entsprechen- 
den Phagenplaques erhalten. Aus diesen werden die BamHI-Frag- 
mente von DL314-G isoliert und zusannmen mit einem BamHI-ge- 
spaltenen, dephosphorylierten Plasmid-Vektor, pBluescript, in eine 
weitere Ligasereaktion eingesetzt. Die erhaltenen rekombinanten 
DNA-Molekule werden zur Transformation von Bakterien, E. coli 
XLl-Blue, verwendet. Durch Restriktionsspaltungen bzw. Hybri- 
disierung mit vorstehenden DNA-Proben wird ein das Papillomvirus- 
Genom DL314-G enthaltender Bakterienkion identifiziert. Das Plas- 
mid dieses Bakterienklons wird mit pBlue-DL31 4-G bezeichnet. 
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Patentanspruche 

DNA, codierend fur ein Peptid eines Papillomvirus-Hauptcapsid-Proteins, 
wobei das Peptid die Aminosauresequenz von Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3, Fig. 
4, Fig. 5, Fig. 6 oder Fig. 7 oder eine davon durch ein oder mehrere 
Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz umf afSt, und wobei die 
DNA durch folgende Verfahrensschritte erhaltlich ist: 

(a) Isolierung der Gesamt-DNA aus einer Biopsie epithelialen Neoplas- 
mas, 

(b) Hybridisierung der Gesamt-DNA von (a) mit einer DNA. von Fig. 1, 
Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6 oder Fig. 7, wodurch ein in der 
Gesamt-DNA von (a) enthaltenes Papillomvirus-Genom nachgewie- 
sen wird, und 

(c) Klonierungderdas Papillomvirus-Genomenthaltenden Gesamt-DNA 
von (a) in einem Vektor sowie Sequenzierung des Klons. 

DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die fur das Peptid 
des Papillomvirus-Hauptcapsid-Proteins codierende DNA die Basensequenz 
von Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6 oder Fig. 7, oder eine 
davon durch ein oder mehrere Basenpaare unterschiedliche Basensequenz 
umfaBt, und wobei die DNA durch folgende Verfahrensschritte erhaltlich 
ist: 

(a) Isolierung der Gesamt-DNA aus einer Biopsie epithelialen Neoplas- 
mas, 

(b) Hybridisierung der Gesamt-DNA von (a) mit einer DNA von Fig. 1, 
Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6 oder Fig. 7, wodurch ein in der 
Gesamt-DNA von (a) enthaltendes Papillomvirus-Genom nachge- 
wiesen wird, und 
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10 Klonierung der das Papillomvirus-Genom enthaltenden Gesamt-DNA 
von (a) in einem Vektor sowie Sequenzierung des Klons. 

3. DNA nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dad die DNA ein 
Paplllomvirus-Genonn umfaBt. 

4. Protein, codlert durch das Papillomvirus-Genom nach Anspruch 3. 

5. Protein nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daS das Papillomvirus- 
Hauptcapsid-Protein als Virus-ahnliches Partikel vorliegt. 

6. Protein nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB das Virus-ahnliche 
Partikel auch ein Papillomvirus-Nebencapsid-Protein enthalt. 

7. Expressionsvektor, umfassend eine fiir das Protein nach Anspruch 4 
codierende DNA. 



Transformante. enthaltend den Expressionsvektor nach Anspruch 7. 

Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 4, umfassend die 
Kultivierung der Transformante nach Anspruch 8 unter geejgneten Bedin- 
gungen. 

Antikorper, gerichtet gegen das Protein nach einem der Anspriiche 4-6. 

Verwendung der DNA nach einem der Anspriiche 1-3 als Reagens zur 
Diagnose. 



Verwendung des Proteins nach einem der Anspriiche 4-6 als Reagens zur 
Diagnose, Therapie und/oder Vakzinierung. 

Verwendung nach Anspruch 11 oder 12, wobei die Diagnose Papillom- 
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virus-lnfektionen bzw. -Erkrankungen betrifft. 

Verwendung nach Anspruch 12, wobei die Therapie und/oder Vakzinie 
rung Papillomvirus-lnfektionen bzw. -Erkrankungen betrifft. 
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AATCAGCTGTTTATTACAGTGGCTGATAACACTCGAAACACAAATTTCACTATTAGTGTT 
1 + + + ^ ^ ^ 

TTAGTCGACAAATAATGTCACCGACTATTGTGAGCTTTGTGTTTAAAGTGATAATCACAA 

NQLFITVADNTRNTNFTISV 

ACTACAGATGCTGGGGATATAAATGAATATACAGCCACAAATGTTAGAGAATTTTTAAGA 
61 + + ^ ^ ^ ^ 

TGATGTCTACGACCCCTATATTTACTTATATGTCGGTGTTTACAATCTCTTAAAAATTCT 
TTD AGDINEYTATNVREFLR 
CATGTAGAAGAATTTCAAATATCAATTATTTTACAATTATGTAAGGTTCCTTTAGTTCCa 

121 ^ . , , , — 

GTACATCTTCTTAAAGTTTATAGTTAATAAAATGTTAATACATTCCAAGGAAATCAAGGT- 

HVEEFQISII LQLCKVPLVP 

GAAGTTTTATCACAGATAAATGCTATGAATTCAGGAATATTGGAAGAGTGGCAATTAGGA 
181 ^ . , , , 240 

CTTCAAAATAGTGTCTATTTACGATACTTAAGTCCTTATAACCTTCTCACCGTTAATCCT 

EVLSQINAMNSGILEEWQLG 

TTTGTACCCACGCCAGACAATGCTGTACATGATACATATAGATACATTAACTCAAAAGC;^ 
241 + ^ + ^ ^ ; 

AAACATGGGTGCGGTCTGTTACGACATGTACTATGTATATCTATGTAATTGAGTTTTCGT 

FVPTPDNAVHDTYRYINSKA 

ACAAAATGTCCAGATGCTGCAACAGCTGAACAAAAGGAAGATCCTTTTGGTAAAT'T'TACA 
301 + + . , ^ 3gO 

TGTTTTACAGGTCTACGACGTTGTCGACTTGTTTTCCTTCTAGGAAAACCATTTAAATGT 
TK CPDAATAEQKEDPFGKFT 

TTTTGGAATGTAGATCTATC 
361 + + 380 

AAAACCTTACATCTAGATAG 
F W N' V D L - 



Fig. 1 
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MAP of: DL347.seq from: 1 to: 389 



AATCAAATGTTTATTACTGTGGTAGACAACACACGAAACACTAATTTCAGTATTTCAGTC 



1 + + + ^ ^ ^ gQ 

TTAGTTTACAAATAATGACACCATCTGTTGTGTGCTTTGTGATTAAAGTCATAAAGTCAG 

NQMFITVVDNTRNTNFSISV 

TATACTGAAGGTGGACAAATAAAAGATATCAGGGACTATACATCTACACAGTTCAGGGAA 
61 + + + + + + 120 

ATATGACTTCCACCTGTTTATTTTCTATAGTCCCTGATATGTAGATGTGTCAAGTCCCTT 

YTEGGQIKDIRDYTSTQFRE 

TATTTAAGACATGTGGAAGAATATGAAATATCAGTCATATTGCAGTTATGTAAAAT.ACCT 

121 + + + + + + 180 

ATAAATTCTGTACACCTTCTTATACTTTATAGTCAGTATAACGTCAATACATTTTATGGA 

YLRHVEEYEISVILQLCKI? - 

TTGAAGGCTGAAGTTTTAGCCCAGATAAATGCAATGAACTCCTCGTTATTGGAAGACTGG 

181 + + + + + + 240 

AACTTCCGACTTCAAAATCGGGTCTATTTACGTTACTTGAGGAGCAATAACCTTCTGACC 

LKAEVLAQINAMNSSL LEDVJ 

CAATTAGGATTTGTGCCTACACCTGATAATCCCATTCATGATACCTACAGATTTATTGAT 

241 + + + + + + 300 

GTTAATCCTAAACACGGATGTGGACTATTAGGGTAAGTACTATGGATGTCTAAATAACTA 

QLGFVPTPDNPIHDTYRFID 

TCCTTGGCAACCCGATGCCCTGACAAAAATCCCCCAAAAGAAAAACCTGACCCTTATGAA 

301 + + + + + -f 360 

AGGAACCGTTGGGCTACGGGACTGTTTTTAGGGGGTTTTCTTTTTGGACTGGGAATACTT 

SLATRCPDKNPPKEKPDPYE 

GGCTTAAACTTTTGGAATGTTGATCTAAC 

361 + + 389 

CCGAATTTGAAAACCTTACAACTAGATTG 



GLNFWNVDL 



Fig. 2 
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DL369,seq from: 1 to: 380 



# 



AATCAGATGTTTGTTACTGTAGCAGATAATACAAGAAATACTAATTTTAGTATTAGTGTA 
1 + + ^ ^ ^ 

TTAGTCTACAAACAATGACATCGTCTATTATGTTCTTTATGATTAAAATCATAATCACAT 

NQMFVTVADNTRNTNFSISV 

TCTACAGATGGCAATATACCACAGGAATATGATTCTTCAAATATTAGAGAATTTTTAAGA 
61 + + + ^ ^ ^ 

AGATGTCTACCGTTATATGGTGTCCTTATACTAAGAAGTTTATAATCTCTTAAAAATTCT 
STDGNIPQEYD SSNIREFLR - 
CACGTGGAAGAATATCAAATTTCAGTAATTTTGCAGCTATGTAAAGTATCATTGGATCCA 

121 + + + + + ^ 

GTGCACCTTCTTATAGTTTAAAGTCATTAAAACGTCGATACATTTCATAGTAACCTAGGT 



HVEEYQISVILQLCKVS 



LDP 



GATATTTTAGCTCAAATCAATGCTATGAATTCTGGAATCTTAGAAGACTGGCAATTAGGG 
181 + + + + ^ 240 

CTATAAAATCGAGTTTAGTTACGATACTTAAGACCTTAGAATCTTCTGACCGTTAATCCC 

DI LAQINAMNSGILEDWQLG 

TTTATTCCTGTCCCAGATAACTCAGTTCATGACACATACAGATATATTAATTCATTAGCT 
241 + + + + ^ ^ 

AAATAAGGACAGGGTCTATTGAGTCAAGTACTGTGTATGTCTATATAATTAAGTAATCGA 

FIPVPDNSVHDTY RYINSLA 

ACTAAATGTCCAGCTAAAGTACCACCGACAGAAAGAGAAGATCCTTTTGCTAAGTATGTG 
301 + + + ^ ^ ^ 

TGATTTACAGGTCGATTTCATGGTGGCTGTCTTTCTCTTCTAGGAAAACGATTCATACAC 
TKCPAKVPPTEREDPFAK YV 

TTCTGGAATGTAGATCTAAC 

361 + + 380 

AAGACCTTACATCTAGATTG 

F W N V D L 



Fig. 3 
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GAl-3 from: 1 to: 437 

AATCAACTGTTTATTACAGTGGTGGACAACACAAGAAACACAAACTTCAGTATTAGTGTG 
1 ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

TTAGTTGACAAATAATGTCACCACCTGTTGTGTTCTTTGTGTTTGAAGTCATAATCACAC 

NQLFITVVDNTRNTNFSISV 

TATAGTGAAGCAGGTAAAGTAAAGGATATTTCAGATTATGATGCAAACAAATTTAGGGAA 
61 + ^ ^ ^ ^ 

ATATCACTTCGTCCATTTCATTTCCTATAAAGTCTAATACTACGTTTGTTTAAATCCCTT 

YSEAGKVKDISDYDANKFRE 

TATCAAAAACATGTAGAAGAATATGAAATTTCT'TTAATATTACAACTATGTAAGATACCT 

121 -r -i- + ^ + ^ j^QQ 

ATAGTTTTTGTACATCTTCTTATACTTTAAAGAAATTATAATGTTGATACATTCTATGGA 

YQKHVEEYEISLILQLCKIP 

TTAAAAGCCGACGTGTTGGCACAAATTAATGCAATGAATCCATCGTTATTAGAAGAGTGG 
181 + 4- -i- ^ ^ ^ 240 

AATTTTCGGCTGCACAACCGTGTTTAATTACGTTACTTAGGTAGCAATAATCTTCTCACC 

LKADVLA QINAMNPSLLEEW 

CAAGTGGGGTTTGTACCTGCACCAGACAATCCATTGCAAAGTACCTATAGGTATATCGAT 
241 4. + + + 300 

GTTGACCCCAAACATGGACGTGGTCTGTTAGGTAACGTTTCATGGATATCCATATAGCTA 

QLGFVPAPDNPLQSTYRYID 

AGCTTGGCCACACCATGTCCTGATAAAGTGCCTACCAAAGAAAAGGAA-GATCCATATGCT 
301 4. + ^ + 4- + 360 

TCGAACCGGTGTGGTACAGGACTATTTCACGGATGGTTTCTTTTCCTTCTAGGTATACGA 

SLATPCPDKVPTKEKEDPYA 

CCGTTTACATTTTGGAACGTTGATTTGACAGAAAGACTTTCCTTGGAACTGGATCAATAT 
361 + + + + + + 420 

GGCAAATGTAAAACCTTGCAACTAAACTGTCTTTCTGAAAGGAACCTTGACCTAGTTATA 
PFTFWNVDLTERLSLELDQY 

TCTCTGGGACGAAAGTT 

421 +- 437 

AGAGACCCTGCTTTCAA 

S L G R K 



Fig. 4 



# 
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GA3-1 from: 1 ' to: 437 



AATCAGATGTTTATTACTGTTGTAGACAACACACGCAGCACAAATTTTAGTATaTCAGTT 

1 + ^ ^ ^ ^ : 

TTAGTCTACAAATAATGACAACATCTGTTGTGTGCGTCGTGTTTAAAATCATATAGTCAA 

NQMFITVVDNTRSTNFSISV 

CACACAGAAAATCAAGATATATCTAAAATTGACAGTTTTGATGCAACTCAGTTTAGGGAA 
61 + + + + + 3^20 

GTGTGTCTTTTAGTTCTATATAGATTTTAACTGTCAAAACTACGTTGAGTCAAATCCCTT 

HTENQDISKIDSFDATQFRE 

TACTTAAGACATGTAGAGGAATATGAGATTTCTATAATATTACAGTTATGTAAGATTCCT 
121 + ^ ^ + ^ : 3^QQ 

ATGAATTCTGTACATCTCCTTATACTCTAAAGATATTATAATGTCAATACATTCTAAGGA 

YLRHVEEYEISIILQLCKIP 

CTGAAAGCAGAAGTCTTAGCACAAATTAATGCA\TGAATTCTTCATTACTTGAAGACTGG 
181 + + ^ . + ^ 240 

GACTTTCGTCTTCAGAATCGTGTTTAATTACGTTACTTAAGAAGTAATGAACTTCTGACC 

LKAEVLAQINAMNSSLLEDW 

CAACTTGGCTTTGTGCCGACGCCTGATAATCCAATTCATGATACGTACAGATATATTGAT 
241 + + -r + + + 300 

GTTGAACCGAAACACGGCTGCGGACTATTAGGTTAAGTACTATGCATGTCTATATAACTA 

QLGFVPTPDNPIHDT YRYID 

TCTTTGGCAACACGGTGCCCTGATAAGACGCCTCCAAAGGAAAAACCTGATCCATATGAA " 
301 + + + + + . ^ 260 

AGAAACCGTTGTGCCACGGGACTATTCTGCGGAGGTTTCCTTTTTGGACTAGGTATACTT 

SLATRCPDKTPPKEKPDPYE 

AAGTTACATTTTTGGAATGTGGACCTTACCGAACGTCTGTCTTTAGATTTAGATCAATA'T 
361 + + + + -h + 420 

TTCAATGTAAAAACCTTACACCTGGAATGGCTTGCAGACAGAAATCTAAATCTAGTTATA 
KLHFWNVDLTERLSLDLDQY 

CCTCTGGGACGAAAGTT 

421 + 437 

GGAGACCCTGCTTTCAA 

P L G R K 



Fig. 5 
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GA6-2 from: 1 to: 389 



AATCAAATGTTTATTACAGTTGTAGACAACACGCGAAACACCAATTTCAGTATATCTATA 
1 + + + + ^ ^ 5Q 

TTAGTTTACAAATAATGTCAACATCTGTTGTGCGCTTTGTGGTTAAAGTCATATAGATAT 



NQMFITVVDNTRNTNFSIS 



J. 



TCTAGTGAAAATCAAGATATACAGCAAATACAATCATATGACTCACAAAAGTTTAGGGAA 
61 + + + + ^ ^ 120 

AGATCACTTTTAGTTCTATATGTCGTTTATGTTAGTATACTGAGTGTTTTCAAATCCCTT 

SSENQDIQQIQSYDSQKFRE 

TATTTAAGGCACGTAGAAGAATATGAAATTTCTATTATTTTACAGTTGTGTAAGATTCCA 

121 + + - + + + ~ 180 

ATAAATTCCGTGCATCTTCTTATACTTTAAAGATAATAAAATGTCAACACATTCTAJVGGT 

YLRHVEEYEISIILQLCKIP 

CTACAAGCAGAAGTTTTAGCACAAATAAATGCAATGAACCCCTCCTTACTAGAGGATTGG 

181 + + -i- -r + -r 240 

GATGTTCGTCTTCAAAATCGTGTTTATTTACGTTACTTGGGGAGGAATGATCTCCTAACC 

LQAEVLAQINAMNPSLLEDW 

CAGTTAGGATTTGTGCCAACTCCCGATAATCCTATCCAGGACACATACAGATTTATTGAT - 

241 + + + + + + 300 

GTCAATCCTAAACACGGTTGAGGGCTATTAGGATAGGTCCTGTGTATGTCTAAATAACTA 

QLGFVPTPDNPIQDTYRFID 

TCCTTAGCTACCAGGTGTCCCGATAAAAATCCACCAAAGGAAAAACCTGATCCTTATGAA 

301 + -h --r + -r 360 

AGGAATCGATGGTCCACAGGGCTATTTTTAGGTGGTTTCCTTTTTGGACTAGGAATACTT 

SLATRCPDKN PPKEKPDPYE - 

AAATTAACATTCTGGAATGTAGATCTAAC 

361 + +- 389 

TTTAATTGTAAGACCTTACATCTAGATTG 

KLTFWNVDL 



Fig. 6 
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GA9-4 from: 1 to: 380 



# 



AATCAACTGTTTGTTACAGTTGCAGATAATACAAGGAATACCAATTTTACTATAAGTGTA 

1 + + + + + ^ 

TTAGTTGACAAACAATGTCAACGTCTATTATGTTCCTTATGGTTAAAATGATATTCACAT 

NQLFVTVADNTRNTNFTI SV 

ACATCTAATGGTACCCCCATAGCAGAATATGATTCCAAAACTATTAGAGAATTTTTAAGG 
61 + + + ^^4. + + 120 

TGTAGATTACCATGGGGGTATCGTCTTATACTAAGGTTTTGATAATCTCTTAAAAATTCC 

TSNGTPIAEYDS.KTIREFLR 

CACGTAGAAGAATATCAGTTGTCCATGATATTGCAATTATGTAAAGTACCTTTAAAAGCA 

121 + + + + + + 180 

GTGCATCTTCTTATAGTCAACAGGTACTATAACGTTAATACATTTCATGGAAATTTTCGT 

HVEEYQLSMI LQLCKVPLKA 

GAAGTTTTATCCCAGATTAATGCTATGAATTCAGGTATTTTGGAGGAGTGGCAGTTAGGT 

181 + + + + + + 240 

CTTCAAAATAGGGTCTAATTACGATACTTAAGTCCATAAAACCTCCTCACCGTCAATCCA 

EVLSQINAMNSGILEEWQLG 

TTTGTGCCTACACCAGACAACTCTGTACATGATATTTATAGATATATTGACTCAAAAGCA 

241 + + + + + + 300 

AAACACGGATGTGGTCTGTTGAGACATGTACTATAAATATCTATATAACTGAGTTTTCGT 

FVPTPDNSVHDIYRYI DSKA 

ACAAAATGTCCCGATGCAGTGCCTGCAAAAGAAAAAGAAGATCCATTTGACAAATATACA 

301 + + + + + + 360 

TGTTTTACAGGGCTACGTCACGGACGTTTTCTTTTTCTTCTAGGTAAACTGTTTATATGT 

TKCPDAVPAKEKEDPFDKYT 

TTTTGGAATGTAGATCTAAC 
361 + + 380 

AAAACCTTACATCTAGATTG 
F W N V D L 



Fig. 7 



